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RESUMO 
 
A leishmaniose é uma doença parasitária endêmica em regiões tropicais do globo, causada por 
protozoários do gênero Leishmania e transmitidos por vetores flebotomínios. Esta pode se 
manifestar sobre as formas cutânea, mucocutânea ou visceral, e apresenta elevados índices de 
morbidade e mortalidade, o que justifica a busca de novas estratégias terapêuticas, já que as 
terapias atuais consistem no uso de medicamentos tóxicos e que vem induzindo aquisição de 
resistência por parte dos parasitas. Portanto, o trabalho em questão teve como objetivo, estudar 
os efeitos de 36 compostos de origem natural ou sintética, relacionados ao metabolismo 
secundário de plantas incluindo o extrato hidroalcoólico da Metha crispa, o monoterpeno 
rotundifolona, derivados do monoterpeno álcool perílico e análogos da piplartina, uma amida 
biologicamente ativa, nas espécies: Leishmania donovani, Leishmania amazonensis e 
Leishmania infantum, causadoras da leishmaniose visceral e tegumentar. Foi realizado um 
screening de 36 substâncias em diferentes concentrações, para avaliar seu potencial 
leishmanicida in vitro, destas, foi selecionado a que teve uma menor CI50 contra as formas 
promastigotas de L. donovani, para ser submetida a testes de toxicidade contra células 
sanguíneas humanas. A anfotericina B foi usada como controle positivo e todos os experimentos 
foram feitos em triplicata. Foi demonstrado no nosso estudo, níveis variados de ação das 
substâncias-teste contra as diferentes espécies do parasita, destacando-se uma melhor atividade 
do composto 8,9-epóxi-perialdeído (EP-2), com bons valor de CI50  (3,87 ± 0,8) em comparação 
ao controle positivo, a Anfotericina B (CI50 = 0,766 ± 0,06), e que no entanto ao contrário desta 
última, não induziu toxicidade para as hemácias e células mononucleares do sangue periférico 
de indivíduos saudáveis, sugerindo vantagem quanto a sua segurança. Tais resultados 
promissores incitam a investigação dos mecanismos moleculares de ação dessa substância, bem 
como, a necessidade de realização de ensaios mais avançados de toxicidade para comprovar 
sua eficácia, a fim de introduzir o composto EP-2 como possível adjuvante para o tratamento 
da leishmaniose. 
 
Palavras chave: Leishmaniose, compostos naturais, anti- Leishmania. 
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 Anti-Leishmania in vitro study of synthetic compounds derived from terpenes and 
alkaloids against Leishmania species 
Silva, L.V. 
Final Graduation Project. CCS / UFPB, 2017 
 
ABSTRACT 
Leishmaniasis is an endemic parasitic disease in tropical regions that is caused by protozoa of 
Leishmania genus transmitted by phlebotomine vectors. The clinical manifestations can vary 
on cutaneous, mucocutaneous or visceral form. Leishmaniasis presents high morbidity and 
mortality rates involved, which justifies the search for new therapeutic strategies, because the 
current therapies consist on use of toxic drugs and that has been inducing acquisition of 
resistance by the parasites. The aim of this work was to study the effects of natural or synthetic 
compounds related with secondary metabolism of plants, including Metha crispa 
hydroalcoholic extract, monoterpene rotundifolone, peryl alcohol monoterpene derivatives and 
piplartin analogs, a biologically active amide, in Leishmania donovani, Leishmania 
amazonensis and Leishmania infantum strains, which cause visceral and tegumentary 
leishmaniasis. A total of 36 substances were screened in different concentrations to evaluate 
their leishmanicidal potential in vitro, so, it was selected the compound that had a lower IC50 
against L. donovani promastigote forms, to test their toxicity against human blood cells. 
Amphotericin B was used as a positive control and all experiments were performed in triplicate. 
In the present study, we demonstrated a variety of action levels of the compounds against 
different parasite species, with a better activity of 8,9-epoxyperialdehyde (EP-2), with good 
IC50 values (3 , 87 ± 0.8) compared with Amphotericin B (IC50 = 0.766 ± 0.06), but the first 
did not induce toxicity in red blood cells and peripheral blood mononuclear cells of healthy 
individuals. This results suggest good leishmanicidal action and advantage as regards its safety, 
that encourage the molecular mechanisms of action investigation of that substance, as well the  
necessity of more advanced toxicity tests to prove its efficacy in order, to introduce EP-2 as a 
possible adjuvant drug for leishmaniasis treatment. 
Key words: Leishmaniasis, natural compounds, antileishmania. 
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1. INTRODUÇÃO 
 A leishmaniose representa um complexo de doenças com importante diversidade clínica 
e epidemiológica, sendo causadas por protozoários do gênero Leishmania, se apresenta sob 
diferentes formas clínicas e pode atingir os mais diversos sistemas, causando desde danos 
estéticos até lesões severas que afetam funções vitais e que se não tratadas, podem levar seus 
portadores a óbito. Esta se encaixa na lista da Organização Mundial de Saúde (OMS) de doenças 
negligenciadas (WHO, 2014), ficando no topo do ranking de gravidade devido ao elevado 
número de infecções bem como às altas taxas de morbidade e mortalidade associadas (BIFELD 
et al., 2015). 
 Em 2014, mais de 90% dos novos casos notificados à OMS ocorreram em seis países: 
Brasil, Etiópia, Índia, Somália, Sudão do Sul e Sudão. A doença afeta principalmente as pessoas 
mais pobres do mundo, e está associada à desnutrição, deslocamento populacional, condições 
precárias de habitação (construção de barragens, sistemas de irrigação e urbanização) e sistema 
imunológico debilitado (ALVAR et al., 2012). Por isso, requer além de medidas terapêuticas 
aos indivíduos afetados, investimentos em saneamento urbano e educação da população. 
 O gênero Leishmania faz parte da família Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, 
com inúmeras espécies patogênicas à humanos. Tais parasitas apresentam um ciclo de vida 
heteroxênico, com um hospedeiro definitivo vertebrado e um inseto vetor invertebrado 
responsável pela transmissão da doença (AKHOUNDI et al., 2016).  
 Os protozoários são transmitidos pelo repasto sanguíneo de mosquitos flebotomíneos 
infectadas, de modo que foram descritas cerca de 98 espécies dos gêneros Phlebotomus e 
Lutzomyia como vetores comprovados ou suspeitos de leishmaniose humana, sendo somente as 
fêmeas hematófagas, estas são responsáveis por entrar em contato com os mamíferos fazendo 
a captura do sangue para garantir a conclusão do desenvolvimento do ovo (STEVERDING, 
2017).  
As manifestações clínicas são diversas e podem variar de lesões ulcerativas e nodulares 
na pele, passando pela forma mucocutânea, na qual há o acometimento de mucosas e cartilagens 
até a forma visceral, mais severa e potencialmente fatal (KAYE e SCOTT, 2011).  
 As principais estratégias de controle da doença incluem: localização de casos e 
tratamento, controle de vetores e de animais em focos zoonóticos. Até agora, o progresso no 
desenvolvimento de uma vacina protetora contra as diferentes leishmanioses humanas tem sido 
limitado, portanto os medicamentos representam a principal medida de controle da doença. A 
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primeira escolha na terapia envolve o uso de drogas enquadradas na classe dos antimoniais, e 
em casos refratários ou que demonstra a aquisição de resistência, pode-se optar para o 
tratamento de segunda linha que inclui a anfotericina B, pentamidina, paramomicina e 
miltefosina. Estes no entanto, apresentam custos elevados, e geralmente são mais tóxicos que 
os antimoniais, além de envolver esquemas terapêuticos complexos (FRÉZARD e 
DEMICHELI, 2010).   
Outra classe que pode fornecer substancias com propriedades terapêuticas para a doença 
em questão são os fitocompostos. Nos últimos dez anos, foram encontrados dezenas de novos 
compostos naturais com potencial de uso no combate da Leishmania spp., especialmente 
provenientes das florestas tropicais da América do Sul e África (DE CARVALHO e 
FERREIRA, 2001) incluindo: compostos fenólicos como Auronas, Lignanas, Óleos essenciais, 
Chalconas, Flavonóides, Isoflavonoides, Saponinas, Quinonas, Alcalóides, Taninos, 
Terpenoides, Iridoides, Terpenos, Oxylipins entre outros (SEN et al., 2011). Particularmente os 
óleos essenciais utilizados frequentemente na aromaterapia, se destacam pelo seu amplo 
espectro de atividades antimicrobianas em bactérias, fungos e protozoários, de modo que já foi 
relatado para este ação anti-Leishmania em ensaios in vitro e in vivo em baixas concentrações 
(MACHADO et al., 2011).  
Alguns óleos essenciais têm uma elevada percentagem de monoterpenos, que são 
fundamentais para sua atividade farmacológica. Os terpenóides constituem a maior classe  de 
moléculas bioativas, sendo classificados pela quantidade de carbonos, o qual é resultado do 
número de moléculas de isopreno (2-metil-1,3-butadieno) presentes em sua estrutura. Em óleos 
essenciais, os compostos terpênicos mais encontrados são monoterpenos (C10) e sequisterpenos 
(DE VRIESE et al., 2000). 
 Outro grupo de metabólitos secundários que tem sido investigado extensivamente, são 
os alcaloides. São conhecidos mais de 5000 alcaloides com atividade biológica, representando 
cerca de 20% das substâncias naturais descritas e estudadas. A Piplartina (piperlongumine, 5,6-
di-hidro-1 - [ (2E) -1-oxo-3- (3,4,5-trimetoxifenil) -2-propenil] -2 (1H) -piridinona) pertence a 
esse grupo, e mostrou em diversos estudos entre outras, atividade anti-protozoário contra 
espécies que tem potencial em causar doenças tropicais negligenciadas como a esquistossomose 
e a leishmaniose (HARDOK S. DODIWALA, 2007). 
Os desafios atuais na terapia da leishmaniose clássica incluem opções limitadas, 
aparecimento de resistência, e elevada toxicidade das drogas existentes,. (DE LALLA F 1993), 
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fazendo-se necessário a pesquisa e desenvolvimento de novos compostos que sejam seguros, 
eficazes, baratos e de fácil administração (LEZAMA-DÁVILA et al., 2014). Está bem 
estabelecido que produtos naturais constituem uma fonte importante de novos medicamentos, 
porque além de serem amplamente distribuídos na natureza, seus derivados apresentam 
estruturas extremamente versáteis para modificação sintética com bioatividade promissora. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 
 
2.1 Classificação Taxonômica 
 
Os parasitas de Leishmania pertencem ao Reino Protista (Haeckel, 1866), Classe 
Kinetoplastea (Honigberg, 1963 emend. Vickerman, 1976), Subclasse Metakinetoplastina 
(Vickerman, 2004), Ordem Trypanosomatida (Kent, 1880), Família Trypanosomatidae 
(Döflein, 1901), Subfamília Leishmaniinae (Maslov e Lukeš 2012), e Gênero Leishmania 
(ROSS, 1903). 
 Desde a descrição original destes parasitos e da criação do gênero Leishmania por Ross 
em 1903, o número de espécies reconhecidas aumentou continuamente, e vários esquemas de 
classificação taxonômica foram propostos (GRIMALDI e TESH, 1993). Os mais utilizadas na 
atualidade seguem o modelo proposto por Lainson & Shaw em 1987, que dividem as 
Leishmanias nos subgêneros Viannia e Leishmania (MISHRA et al., 2009).  
O gênero Leishmania abrange cerca de 30 espécies conhecidas e Segundo a OMS, mais 
de 20 destas são potencialmente patogênicas à humanos (WHO, 2016).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 01: Taxonomia do gênero Leishmania. 
Fonte: Modificado de MISHRA et al., 2009 
 
Na Ásia, África e Europa, a leishmaniose tegumentar é causada por Leishmania 
(Leishmania) major, Leishmania (Leishmania) tropica, Leishmania (Leishmania) aethiopica e 
alguns zimodemas da Leishmania infantum. No novo mundo, principalmente na América 
Latina, as espécies incluem Leishmania (Viannia) braziliensis a mais prevalente, seguida da 
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Leishmania amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Viannia) 
panamensis, embora outras espécies como Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania 
(Leishmania) pifanoi, Leishmania (Leishmania) venezuelensis, Leishmania (Viannia) 
peruviana, Leishmania (Leishmania) shawi e Leishmania (Viannia) lainsoni estejam presentes 
na região do Amazonas e na América Central (GOTO e LINDOSO, 2010). Enquanto que a 
Leishmaniose visceral na África, Ásia, Europa e nas Américas, é uma doença causada por 
parasitos do complexo Leishmania donovani que inclui duas espécies: L. donovani e L. 
infantum (NEVES, 2005). 
No Brasil especificamente são reconhecidas pelo menos sete espécies de Leishmanias 
responsáveis pela doença humana, sendo a forma tegumentar causada principalmente pela L. 
(V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis e, mais raramente, pela L. (V.) 
lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi, enquanto a Leishmania (Leishmania) 
chagasi é a responsável pela doença visceral. Cada espécie apresenta particularidades 
concernentes às manifestações clínicas, vetores, reservatórios, padrões epidemiológicos, 
distribuição geográfica e até mesmo à resposta terapêutica (VALE., 2005). 
2.2 Epidemiologia 
As leishmanioses estão presentes em 98 países (5 continentes), sendo 72 destes 
localizados no velho mundo e 26 no novo mundo (ALVAR et al., 2012). Estima-se que 2 
milhões de novos casos ocorram anualmente e que, em todo o mundo, 12 milhões de pessoas 
estejam infectadas. As taxas de mortalidade anual chegam a mais de 60 mil, sendo que 350 
milhões de pessoas vivem em regiões de risco (WHO, 2015). No entanto, é importante 
salientar que o impacto da leishmaniose na saúde pública mundial encontra-se subestimado. 
De fato, a declaração da doença é compulsória em apenas 32 dos 88 países afetados, 
verificando-se, assim, um número substancial de casos não registrados (WHO, 2016). 
A maioria dos casos cutâneos de leishmaniose ocorre no Afeganistão, Argélia, Brasil, 
Colômbia, República Islâmica do Irã, Paquistão, Peru, Arábia Saudita e República Árabe Síria. 
A forma cutânea antropótica (onde os seres humanos são o principal reservatório do parasita) é 
predominantemente urbana e periurbana e apresenta padrões de agrupamento espacial 
semelhantes aos da leishmaniose visceral antropótica no sudeste Asiático. A doença é 
geralmente caracterizada por grandes surtos em cidades densamente povoadas, especialmente 
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em zonas de guerra e conflitos, campos de refugiados e em ambientes onde há migração em 
grande escala de populações (WHO, 2016). 
Em relação a forma mucocutanea, quase 90% dos casos ocorrem no Estado 
Plurinacional da Bolívia, Brasil e Peru (WHO, 2016). 
 No Brasil em média, cerca de 3.500 casos são registrados anualmente e o coeficiente 
de incidência é de 2,0 casos/100.000 habitantes (WHO, 2016). Nos últimos anos, a letalidade 
vem aumentando gradativamente, passando de 3,2% em 2000 para 6,6% em 2014, para a 
forma mais grave da doença – leishmaniose visceral, segundo dados do ministério da saúde 
(SAÚDE, 2016). O Brasil concentra cerca de 70% dos casos de leishmanioses na América 
do Sul (BARRETO et al., 2011) e nas últimas duas décadas, epidemias urbanas foram 
observadas em várias cidades, incluindo as capitais Teresina e Belo Horizonte  (SAÚDE, 
2016). A transmissão da L.chagasi, antes restrita à área rural, vem mudando desde 1980, 
espalhando-se por áreas urbanas. Além disso, vem aumentando, também, o número de cães 
de áreas rurais em contato com ciclos zoonóticos, isto os torna principais reservatórios da 
doença nestas regiões (BARRETO et al., 2011). 
 
 
Imagem 02: Distribuição da leishmaniose tegumentar no mundo  
Fonte: Modificado de World Health Organization – 2013 (Who, 2013) 
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Imagem 03: Distribuição da leishmaniose visceral no mundo  
Fonte: Modificado de World Health Organization – 2013 (Who, 2013) 
  
2.2 Características morfológicas e moleculares  
 
As espécies de Leishmania são heteroxênicas, significando que são capazes de colonizar 
dois hospedeiros. Elas vivem nos fagócitos do sistema reticulo-endotelial de mamíferos e no 
trato intestinal de flebotomíneos. Portanto, estes são tidos como parasitas intracelulares 
obrigatórios apresentando-se sobre duas formas evolutivas: a forma promastigota, presente no 
hospedeiro invertebrado e a forma amastigota no hospedeiro vertebrado (BAÑULS et al., 2007; 
ALCOLEA et al., 2010). Ambas são resultado de uma adaptação à mudança ambiental e as 
condições encontradas pelos parasitas dentro de seus dois hospedeiros. 
As formas aflageladas ou amastigotas são parasitas intracelulares de células do sistema 
fagocítico mononuclear (SFM), medindo cerca de 3,7 x 2,1 µm. São arredondadas ou ovoides 
com núcleo grande, oval e excêntrico; junto ao qual se encontra uma estrutura denominada 
cinetoplasto (extensão da mitocôndria), rica em DNA mitocondrial. No citoplasma ainda são 
observados o complexo de Golgi e o retículo endoplasmático, além de vacúolos e inclusões.  
As formas flageladas ou promastigotas, são extracelulares e móveis, observadas em 
cultura de células e no hospedeiro invertebrado, são alongadas com corpo fusiforme, com 
cinetoplasto localizado na extremidade do flagelo. O núcleo é central, formado de feixes 
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paralelos de microtúbulos, envoltos em uma bainha citoplasmática (FERREIRA M. U., 2003; 
BASANO, 2004). 
Além das organelas presentes em todas as células eucarióticas convencionais, os 
protozoários do gênero Leishmania possuem ainda algumas organelas características, como 
megassomos, acidocalcissomos, glicossomos e cinetoplasto.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imagem 04: Desenho ilustrativo das principais organelas intracelulares das formas evolutivas do parasita 
Leishmania spp: Promastigota (A) e amastigota (B). 
Fonte: Adaptado de Teixeira et al., 2013. 
 
2.3 Vetores 
 
Existem mais de 800 espécies de mosquitos flebotomínios conhecidas, sendo 464 
encontradas no Novo Mundo e 375 no Velho Mundo (AKHOUNDI et al., 2016). Mais de 90 
dessas são capazes de transmitir parasitas Leishmania, sendo o gênero Phlebotomus prevalente 
na Europa, Ásia e África, enquanto no Brasil o principal vetor faz parte do gênero Lutzomyia 
(DOSTÁLOVÁ e Volf, 2012). Estes últimos, são insetos pequenos, de cor amarelada, 
pertencentes à ordem Diptera, mesmo grupo das moscas, mosquitos, borrachudos e maruins; 
apresentam um par de asas e de pequenas estruturas, chamados de halteres ou balancins, 
responsáveis pela estabilidade do voo e o zumbido característico dos dípteros. No Brasil, esses 
insetos podem ser conhecidos por diferentes nomes de acordo com sua ocorrência geográfica, 
como tatuquira, mosquito palha, asa dura, asa branca, cangalhinha, birigui, anjinho, entre outros 
(VILELA, 2013).  
Os flebotomíneos apresentam importância médica como vetores naturais não só de 
Leishmania, mas também de outros agentes etiológicos, como protozoários tripanossomatídeos, 
bactérias do gênero Bartonella e vários arbovírus (SHERLOCK, 2003). 
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Apesar da transmissão por flebotomíneos ser a mais importante na epidemiologia da 
leishmaniose, a participação de outros vetores tem sido avaliada: Macerado de carrapatos e 
pulgas provenientes de cães positivos já foi demonstrado capaz de infectar hamsters por via oral 
e inoculação intraperitoneal. No entanto, o fato não comprova a viabilidade destes ectoparasitos 
como vetores uma vez que formas promastigotas não foram evidenciadas nos esfregados de 
sangue do macerado (COUTINHO et al., 2005; COUTINHO E LINARDI, 2007).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Imagem 05: Mosquito flebotomínio. - Espécies Lutzomyia longipalpis (A) e Phlebotomus papatasi (B) 
Fonte:  Ray Wilson, Liverpool School of Tropical Medicine - PLoS Pathogens Issue Image - Vol.   
5(8) August 2009. PLoS Pathog 5(8): ev05.i08 (A);  Centers for Disease Control and Prevention's Public Health 
Image Library (PHIL) – 2005 (B) 
 
2.4 Reservatórios 
 
Um animal considerado reservatório de doenças tem seu sistema capaz de manter 
populações do parasito que consigam sobreviver indefinidamente, com alta carga do 
micorganismo. Alguns fatores determinam a susceptibilidade de um hospedeiro, como sua 
densidade populacional, a duração da infecção, a localização do parasito no seu interior e o seu 
estado imunológico após a cura. O hospedeiro alberga o parasito em seu corpo, mas não 
consegue transmiti-lo diretamente a outros animais (ASHFORD, 1996). 
Considerada uma doença primária de animais e que pode ser transmitida aos humanos, 
a leishmaniose apresenta como principal reservatório na área urbana o cão (Canis familiaris), 
e no ambiente silvestre, as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais 
(Didelphis albiventris) (SAÚDE, 2006).  
Segundo Caldas e colaboradores, os roedores constituem um dos grupos de animais 
sinantrópicos mais procurados pelos flebótomos (CALDAS et al., 2002), de fato, uma pesquisa 
em área endêmica de leishmaniose tegumentar e visceral mostrou que as espécies Rattus rattus 
A B  
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e Thrichomys apereoides foram encontrados naturalmente infectados por espécies do 
protozoário (OLIVEIRA et al., 2006) atuando como possíveis reservatórios peridomésticos, 
constituindo assim, um importante elo entre o ambiente silvestre e domiciliar (CORREDOR et 
al., 1989). Além disso, também têm sido encontrados gatos naturalmente infectados mas pouco 
se sabe sobre a importância epidemiológica destes animais como reservatórios da doença 
(FIGUEIREDO et al., 2009).  
 
2.5 Ciclo Biológico 
 
Os ciclos de transmissão da leishmaniose variam de acordo com a região geográfica, 
espécie de parasito, vetores, reservatórios e hospedeiros. Os hospedeiros vertebrados são 
infectados quando formas promastigotas metacíclicas são inoculadas pelas fêmeas dos insetos 
vetores, durante o repasto sanguíneo (BATES, 2007). A saliva do mosquito exerce papel 
importante, com efeito anticoagulante, vasodilatador e antiagregante plaquetário, favorecendo 
o fluxo de sangue e a linfa intersticial para o alimento, além de ação quimiotática para 
monócitos e imunorregulador, com capacidade de interagir com os macrófagos, aumentando 
sua proliferação e impedindo a habilidade destas células de destruição dos parasitos (CHANG 
et al., 1990). 
 A internalização de Leishmania spp se faz através da endocitose mediada por receptores 
CR1 e CR3 na superfície do macrófago. Com isso, há uma rápida transformação dos parasitas 
à forma amastigotas como outra estratégia para evadir ao ataque do hospedeiro. Após a 
internalização, a promastigota metacíclica transforma-se em amastigota, capaz de se 
desenvolver e se multiplicar no vacúolo digestivo, compartimento com pH ácido e enzimas 
hidrolíticas. Mantendo o controle das condições ambientais internas, a amastigota inicia o 
processo de sucessivas multiplicações até o rompimento da célula hospedeira, com libertação 
das amastigotas que serão, por mecanismo semelhante, internalizadas por outros macrófagos 
(CHANG et al., 1990). 
 A infecção para o hospedeiro invertebrado ocorre a partir da ingestão, no momento do 
repasto sanguíneo em um indivíduo ou animal infectado, das formas amastigotas que 
acompanham o sangue e/ou a linfa intersticial. Por volta de três a cinco dias o alimento é 
digerido e excretado, neste tempo, já são encontradas formas flagelas migrantes na porção 
torácica do intestino médio, que é acompanhada pela transformação dos parasitos em (1) 
promastigotas curtas e largas livres na luz intestinal, (2) paramastigotas arredondadas, fixadas 
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pelo flagelo através de hemidesmossomos e (3) promastigotas metacíclicos. Em todas as 
espécies, os parasitos migram para as porções anteriores do aparelho digestivo do inseto 
comprometendo a válvula estomadeu, seguida da invasão da faringe, cibário e probócide onde 
permanecem até que ocorra o repasto sanguíneo para a inoculação no hospedeiro vertebrado 
(CHANG et al., 1990; GRIMALDI e TESH, 1993; NEVES, 2005; BATES, 2007; NEUBER, 
2008) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imagem 06: Ciclo biológico de vida de parasitas do gênero Leishmania., 
Fonte: Adaptado de Center of disease control and prevention - 2013 
 
2.6 Formas clínicas  
 
Interferências do homem sobre o meio ambiente e ecossistema, levaram a uma alteração 
no ciclo de parasitos do gênero Leishmania, resultando na leishmaniose, que é tida como doença 
tropical potencialmente fatal, segundo a OMS como a segunda protozooze mais importante em 
saúde pública (OMS, 2016).  
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A ocorrência da doença em uma determinada área depende basicamente da presença do 
vetor susceptível e de um hospedeiro/reservatório igualmente susceptível (GONTIJO, 2004) . 
Diferenças na virulência do parasito podem explicar a diversidade de sinais clínicos (CAMPOS-
PONCE et al., 2005). Além disso, foram relacionados que a idade, a genética e o estado 
nutricional são fatores determinantes na expressão da enfermidade no homem e no animal 
(Davies et al., 2000).  
A leishmaniose se apresenta sob duas formas clinicas: leishmaniose visceral e 
leishmaniose tegumentar. Esta última pode ainda ser subdividida em: Leishmaniose Cutânea 
Localizada (LCL), Leishmaniose Cutânea Disseminada (LD), Leishmaniose Cutânea Difusa 
(LCD) e Leishmaniose Mucocutânea (LMC) (NEVES, 2005; GOTO E LINDOSO, 2010).  
 A forma cutânea ou tegumentar (LC) chamada usualmente de  “ferida brava” ou “úlcera-
de-Bauru”, é a mais comum e provoca lesões na pele, principalmente úlceras, em partes 
expostas do corpo (Imagem 5 – A), deixando cicatrizes ao longo da vida e deficiências graves 
(SILVEIRA, 2004; NYLÉN e EIDSMO, 2012). Geralmente, existe um período de incubação 
de 2 semanas a vários meses. Primeiro, uma pequena pápula vermelho-acastanhado aparece, 
normalmente em áreas da pele não protegida pelas roupas, além disso, nódulos ou placas podem 
desenvolver-se no curso da doença; ulcerações são frequentes dentro 12-18 meses, e sem 
tratamento a LC normalmente evolui para a cura com o surgimento de lesões focais.  
 A LD (Figura 5 – B) é uma manifestação rara, observada em até 2% dos casos de LT, e 
leva a um quadro de múltiplas lesões papulares não nodulares (número varia de 10 a 300), 
infiltrações difusas e úlceras pequenas de fundo granuloso que acometem vários segmentos 
corporais, frequentemente a cabeça e o tronco. A disseminação do parasito ocorre 
principalmente por via hematogênica, causando lesões distantes do local da picada (SILVEIRA 
et al., 2008; GODO e LINDOSO, 2012).  
 Lesões nodulares não-ulceradas, contendo elevado número de amastigotas, precedidas 
por nódulo único que evolui com disseminação linfática do parasito, caracterizam a LCD 
(Imagem 5 – C), que constitui uma forma menos incidente do que a localizada, porém grave, 
que ocorre em pacientes anérgicos (SILVEIRA, 2004; NYLÉN e EIDSMO, 2012).  
 A forma mucocutânea ( Figura 5 – D) conduz à destruição parcial ou total das 
membranas mucosas do nariz, boca e garganta (SILVEIRA, 2004; NYLÉN e EIDSMO, 2012). 
Esta, tradicionalmente refere-se a uma sequela de infecção cutâneo metastática no Novo 
Mundo, que resulta da difusão de parasitas da pele para a mucosa naso-orofaríngea. A LM 
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normalmente torna-se clinicamente evidente dentro de vários anos (por vezes décadas) das 
lesões cutâneas originais, que normalmente não foram tratadas ou foram sub-tratados. As 
manifestações iniciais geralmente incluem irritação, congestão ou sangramento nasal podendo 
progredir para destruição ulcerativa da mucosa naso-orofarínea (tais como a perfuração do septo 
nasal) (GUERRA et al., 2011). 
Já a leishmaniose visceral (Imagem 5 – E), também conhecida como calazar, é a forma 
mais grave, sendo sistêmica; é a terceira causa parasitária mais comum de morte, após malária 
e criptosporidiose infantil. A doença pode ter um início abrupto ou gradual, podendo ainda 
permanecer latente por anos e se manifestar clinicamente décadas após a exposição em pessoas 
que se tornam imunocomprometidos por outras razões médicas (como a infecção pelo HIV). 
Nas formas sintomáticas é fatal se não for tratada em mais de 95% dos casos. Os indivíduos 
infectados apresentam febre, perda de peso, anemia, hepatoesplenomegalia e uma resposta 
imune deprimida, levando a pancitopenia e infecções sobrepostas. Uma das suas sequelas, a 
Leishmaniose dérmica pós-Calazar, é uma condição cutânea crônica e desfigurante associada a 
considerável morbidade e estigma social, além de provavelmente contribuir para a transmissão 
da Leishmania (OMS, 2016).  
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Imagem 07: Diferentes formas clínicas da Leishmaniose – Forma cutânea (A), Forma disseminada (B) Forma 
cutânea difusa (C), Forma mucocutânea (D), Forma visceral (E). 
Fonte: Center of Disease Control and Prevention – 2013 (A); Organização Mundial da Saúde – 2012 (B e C); 
Dermatologia básica - SAMPAIO e RIVITTI, 2014 (D e E) 
2.7 Aspectos Imunológicos 
 
 Assim como outras doenças infecciosas, a leishmaniose envolve a participação da 
imunidade inata (neutrófilos, macrófagos e células dendríticas) e adaptativa (Linfócitos T). 
Contudo, a cura desta está mais associada à resposta imune celular, especialmente na ativação 
macrofágica que leva a eliminação do parasito (Wanderley et al., 2012; Tripathi et al., 2007).  
 O repasto sanguíneo através do inseto vetor com inoculação do parasita, induz uma 
resposta inflamatória local forte, com liberação do fator quimiotático de Leishmania (LCF) que 
induz a atração de neutrófilos cerca de minutos após a infecção (VAN ZANDBERgen et al., 
2002; LASKAY et al., 2003; AWASTHI et al., 2004; RITTER et al., 2009). No entanto, um 
número significativo de macrófagos migra para o local apenas após cerca de 2 a 3 dias, 
constituindo o principal tipo de célula parasitada (MOUGNEAU, 2011).  
 A resposta adaptativa contra o protozoário ocorre após a apresentação de antígenos por 
macrófagos e células dendríticas, via MHC classe II para as células T. Há uma expansão de 
vários tipos celulares, que pode ser caracterizada pelo aumento de linfócitos T CD4⁺, 
apresentando um perfil de citocinas TH1 ou TH2 (HOLZMULLER et al., 2006). As primeiras, 
estão envolvidas principalmente na eliminação de patógenos intracelulares e nas respostas 
imunológicas do tipo celular, neste caso, citocinas como IL-2, IFN-γ, TNF-α e IL-12 serão 
produzidas, ativando os macrófagos que consequentemente produzem moléculas microbicidas, 
como espécies reativas de oxigênio (EROs) e óxido nítrico (NO) via indução da Óxido Nítrico 
Sintase induzível (iNOS) sendo este o principal mecanismo de morte para as Leishmanias 
(Mosser; Zhang, 2008). 
 Por outro lado, os linfócitos ditos do tipo Th2 estão relacionados à indução da resposta 
humoral e os fenômenos de eosinofilia. Esta resposta é caracterizada pela persistência da 
infecção, como ocorre na LV; portanto são produzidos IL-4 e IL-10, que inibem a ativação 
macrofágica e induzem a produção de anticorpos, principalmente os isotipos IgG1, IgE e IgA. 
Assim, o parasita escapa da resposta celular do hospedeiro e pode ser encontrado em órgãos 
como baço, fígado, linfonodos e medula óssea (BOGDAN e RÖLLINGHOFF, 1998). A 
resposta humoral desenvolvida não é protetora e está envolvida em mecanismos de patogênese 
pela deposição de imunocomplexos observada na LV. Como outras células podem ser 
36 
 
 
Larisse Virgolino da Silva 
 
infectadas, e os macrófagos e células dendríticas também expressam moléculas de MHC classe 
I, nas infecções por protozoários, há também ativação das células TCD8⁺ (MACHADO et al., 
2011).  
 Imunologicamente a LCL e LM se caracterizam principalmente pela resposta através 
das células T CD4+ e CD8+ tanto em pacientes infectados por L. (V.) braziliensis quanto 
naqueles com L. (L.) amazonensis, porém a resposta imune provocada pela primeira espécie 
apresenta maior expressão de INF-γ e baixa ou nenhuma expressão de IL-4 nas lesões (REIS 
A.B., 2006 ).  
A forma mucocutânea está associada com a exacerbada resposta imune celular, sendo 
novamente a reação causada pela espécie L. (V.) braziliensis maior quando comparada com 
outras do mesmo subgênero (SILVEIRA, 2004). Seu aspecto imunológico tem como 
característica a presença predominante de células T CD4+ em detrimento das células T CD8+ 
(ESTERRE et al., 1992). De forma similar ao que acontece na LCL, os níveis de INF-γ e TNF-
α nas lesões são bem elevados enquanto que os níveis de IL-4 e IL-10 permanecem baixos, o 
que contribui para a exacerbação da resposta imune inflamatória do hospedeiro (GOMES-
SILVA A.; SOUZA e R.; DIETZE, 2008).  
2.9 Terapias 
 
Atualmente as terapias para o tratamento das leishmanioses são bastante limitadas e se 
baseiam no emprego de substâncias que apresentam eficiência ainda muito restrita além de 
causar diversas ações tóxicas sob o indivíduo e envolver esquemas terapêuticos difíceis, com 
via de administração parenteral que requer muitas vezes internação hospitalar.  
Não há atualmente nenhuma vacina licenciada contra a leishmaniose humana e, embora 
várias tenham avançado para ensaios clínicos, a maioria ainda está em fases de pesquisa e 
desenvolvimento precoces. Idealmente, uma vacina eficaz contra esta doença deve conferir uma 
imunidade duradoura, limitando assim o uso de quimioterapia e envolver uma resposta 
imunitária mediada por TH1 e TH2 equilibrada a partir da vacinação. A "leishmanização", que 
simula a infecção por inoculação de L. major viva como uma vacina para proteção contra a 
leishmaniose cutânea, foi realizada no Uzbequistão, no Irã e em Israel. No entanto, esta técnica 
não é adequada para uso em larga escala ou em áreas endêmicas do HIV, e foi descontinuado, 
de modo que nenhuma das preparações de parasitas mortos (que são preparações brutas e 
difíceis de definir e padronizar) com ou sem adjuvantes demonstrou eficácia profilática 
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significativa nos estudos já realizados, portanto tal tarefa permanece uma meta, que requer uma 
melhor compreensão da patogênese da enfermidade e melhores modelos animais que reflitam 
mais precisamente a doença humana (DESJEUX, 2004).  
A terapia farmacológica é então o método de controle existente e se baseia no uso de 
duas classes de medicamentos, os antimoniais e os não-antimoniais (incluindo nesta categoria 
a pentamidina, paramomicina e anfotericina B) (BAILEY e LOCKWOOD, 2007). Apesar 
haver várias espécies de Leishmania e diversas manifestações clínicas, os mesmos 
medicamentos são utilizados para tratar essa antropozoonose (GOTO e LINDOSO, 2010).  
Os antimoniais são tidos como fármacos de primeira escolha, e dentre estes, pode-se 
destacar os complexos de antimônio trivalentes (Sb III), tais como o tartarato antimonial de 
potássio (Tartarato emético), antimoniato de bis-catecol-3,5-dissulfonato sódico, tioglicolato 
de sódio e o antimônio, bem como antimoniais pentavalentes (Sb V)  , como antimoniato de N-
metilglucamina (Glucantime®), gluconato de antimônio (V) sódico (Pentostan®, 
Solustibosan®, estibogluconato sódico) e uréia estibamina (Estibamine) (RATH S e MN, 
2003). Entretanto, devido a cardiotoxicidade e intolerância gastrintestinal dos Sb III, são os Sb 
V, que apresentam maior uso terapêutico. 
 No Brasil, o medicamento antimonial de escolha é o antimoniato de N-metilglucamina 
o qual, se administrado de forma contínua e com posologia adequada, é eficaz no tratamento 
das formas tegumentar e visceral. Esses medicamentos são de administração parenteral 
obrigatória (SINGH e SIVAKUMAR, 2004) na dose de 20 mg/kg/dia por pelo menos 20 dias; 
muitas vezes requerem internação hospitalar e podem causar reações locais e sistêmicos como: 
dor na área de aplicação, rigidez articular, problemas gastrointestinais, pancreatite, 
cardiotoxicidade, insuficiência hepática e renal e hemólise. 
  O mecanismo de ação dos antimoniais pentavalentes no combate à Leishmania é ainda 
controverso e pouco compreendido (AMATO et al., 2000; PHARMA, 2014). Estas são drogas 
consideradas leishmanicidas, pois interferem na bioenergetica das formas amastigotas, tanto a 
glicólise, quanto a oxidação dos ácidos graxos, processos localizados em organelas peculiares 
são inibidos, acompanhada de redução na produção de ATP e GTP (GOTO e LINDOSO, 2010). 
  Evidências científicas apontam uma característica de pró-fármaco do SbV, sendo este 
metabolizado no interior de macrófagos e do parasito à forma trivalente ativa. Mais 
recentemente, descobriu-se ainda que a forma pentavalente, possui atividade anti-Leishmania 
intrínseca, pela capacidade de se complexar com a DNA polimerase do tipo I, inibindo assim o 
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desenrolamento e clivagem do DNA, induzindo a célula à morte celular semelhante a apoptose 
(FRÉZARD et al., 2013).  Devido ao uso indiscriminado desses compostos, tem sido observada 
aquisição de resistência e um dos mecanismos mais aceitos para isso, seria a perda da 
capacidade de reduzir SbV a SbIII, como tem sido observado em experimentos realizados 
utilizando amastigotas axênicos de Leishmania donovani (SHAKED-MISHAN et al., 2001). 
A pentamidina é a droga de segunda escolha comumente recomendada , sendo uma 
molécula de grande interesse no tratamento da leishmaniose visceral e mucocutânea refratária 
a antimoniais pentavalentes, embora também apresente efeitos adversos significantes e requeira 
a administração parenteral. De caráter catiônico, pode apresentar-se sob a forma de isotionato 
ou cloridrato. (AMATO et al., 2000). A alta toxicidade desta droga, com relatos de morte 
repentina, é um fator limitante de seu emprego terapêutico. Dentre os principais efeitos adversos 
ou colaterais, estão a hipoglicemia, hipotensão, alterações cardiológicas e nefrotoxicidade 
(HEKIMI et al., 2016). Um possível mecanismo de ação dessa droga é a sua acumulação na 
mitocôndria (Basselin et al., 2002), podendo aumentar significativamente a eficácia de 
inibidores do complexo II da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (MEHTA, 2002). 
A paromomicina por sua vez, é um aminoglicosídeo utilizado no tratamento da 
criptosporidíase, amebíase, giardíase e topicamente para tricomoníase. Seu mecanismo de ação 
consiste na inibição de síntese proteica, através de ligação às proteínas ribossômicas induzindo 
a leitura equivocada do RNAm; desta forma, interfere no complexo de formação de peptídeos 
causando ruptura dos polissomos em monossomos não funcionais (GOTO e LINDOSO, 2010; 
RAJASEKARAN e CHEN, 2015). Esta droga é administrada por via endovenosa, na dose de 
16-20 mg/kg diariamente durante 21 dias ou 12-20 mg/kg/dia em combinação com antimoniais. 
Efeitos tóxicos, como nefrotoxicidade e ototoxicidade são associados com excessos de doses 
recomendadas e o uso concomitante de outros agentes com toxicidades similares. Casos de 
resistência foram relatados em isolados de promastigotas de L. aethiopica e L. donovani 
associada com a absorção diminuída da droga (SOARES et al., 2002). 
 Já a anfotericina B (AB) é um antibiótico macrolídeo, derivado de uma cepa de 
Streptomyces nodosus, pertence ao grupo dos fármacos leishmanicidas de segunda geração e é 
usada extensivamente no caso de falhas no tratamento com compostos antimoniais e 
pentamidina (DOGRA e SAXENA, 1996). O mecanismo de ação, assim como da toxicidade, 
envolve a formação de poros artificiais ao longo da membrana celular do parasito e do 
hospedeiro por inibição da síntese do ergosterol, um importante componente de membrana, 
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alterando a permeabilidade seletiva a cátions o que conduz à morte celular por lise coloidal 
osmótica devido ao influxo iônico exacerbado (COHEN, 1998).  
 A anfotericina B clássica (desoxicolato) é efetiva na LC e LM, seu uso é limitado pelos 
efeitos adversos, que incluem anafilaxia, trombocitopenia, dor generalizada, convulsões, 
calafrio, febre, flebite, anemia, anorexia, diminuição da função tubular renal e hipocalcemia em 
um terço dos doentes. Uma alternativa à redução da toxicidade é o uso de novos sistemas de 
liberação, tais como lipossomas, nanotecnologia e polímeros carreadores (COHEN, 1998; 
KAYSER et al., 2003; NAN et al., 2004). A AB em lipossoma é incorporada pelo macrófago, 
onde se abriga o parasito, praticamente não reagindo com o colesterol das células do hospedeiro, 
aumentando a eficácia e tolerabilidade da droga. 
 
 
Figura 08: Principais efeitos colaterais dos medicamentos de referência utilizados para o tratamento das 
leishmanioses. 
Fonte: SANTOS et al., 2008. ND – Fórmula estrutura não determinada. MM – massa molecular. 
 
2.10 Compostos naturais com atividade anti-Leishmania 
 Os produtos naturais são compostos extraídos de plantas, organismos marinhos, fungos 
ou bactérias. Muitas pesquisas para novas drogas são baseadas nestas moléculas, 
principalmente por seus benéficos à saúde, sua eficácia e segurança terapêutica.  No Brasil, 
existe uma extensa e diversificada flora, permitindo que este seja um país privilegiado no ramo 
da pesquisa farmacológica de fitocompostos (EDRIS, 2007). 
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 O uso de produtos naturais com propriedades terapêuticas é tão antigo quanto a 
civilização humana e por muito tempo estes se constituiam como a base para drogas da 
humanidade. Com o advento da Revolução Industrial e o desenvolvimento da química orgânica 
houve uma intensa conversão na preferência para os derivados sintéticos. As razões para tal são 
de ordem econômica, produtiva e gerencial; no entanto, em torno de 25% das drogas prescritas 
no mundo todo advém de plantas, e das 252 drogas consideradas como básicas e essenciais pela 
OMS (WHO, 2016), 11% são exclusivamente de plantas (RATES, 2001).  
 O crescimento da resistência as drogas e alta toxicidade dos medicamentos da atualidade 
que combatem as leishmanioses sugere que a monoterapia deve ser revisada, o uso racional e 
simultâneo de várias drogas com sinergismo pode reduzir os problemas atribuídos a estes 
medicamentos. 
 Uma grande variedade de moléculas de origem natural possui atividade leishmanicida, 
destacando-se entre estes os terpenos e alcaloides, que se mostram como fontes promissoras de 
novos compostos e também podem servir como base para o desenvolvimento de análogos 
bioativos para combater formas resistentes destes protozoários. Exemplos destes (O extrato da 
Mentha crispa, os monoterpenos rotundifolona e álcool perílico e o alcaloide piplartina) são 
descritos a seguir por já terem sido estudados em alguns modelos de doença com boas 
atividades farmacológicas. 
 
2.10.1. Mentha crispa 
 A Mentha crispa, da família Lamiaceae, é um híbrido originário do cruzamento entre a 
Mentha spicata L. e a Mentha suaveolens Ehlh (FJA, 1991). Devido à complexidade 
taxonômica na identificação da espécie, esta também pode ser denominada Mentha x villosa 
Hudson ou Mentha spicata L. (HARLEY et al., 1990) e apresenta-se como uma planta herbácea 
rasteira, aromática, amplamente distribuída em praticamente todo território nacional, sendo 
conhecida popularmente como "hortelã-da-folha-miúda", "hortelã-panela" ou "hortelã-rasteira" 
(R, 1983; ER, 1993). 
 O gênero Mentha (comumente conhecido como menta) compreende aproximadamente 
19 espécies e 13 híbridos naturais e é uma das mais populares culturas de óleos essenciais, 
devido à notável diversidade química e bioatividade de seus compostos secundários. As plantas 
são comumente conhecidas por seu uso culinário como especiarias, temperos, chás e infusões, 
enquanto seus compostos isolados são usados como aromas em pasta de dentes, enxaguatórios 
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bucais anti-sépticos, purificadores de sopro, gomas de mascar, bebidas, sobremesas e doces. As 
folhas e os caules da Mentha crispa são amplamente empregados ainda na medicina tradicional 
por sua propriedade antiparasitária contra Giardia lamblia e Entamoeba histolytica (DIMECH, 
2006). Essa atividade culminou no desenvolvimento do fitoterápico Giamebil plus® que 
contém como único princípio ativo o extrato hidroalcoólico (EHA) das partes aéreas o qual, 
também demonstrou ser eficaz em mulheres com infecção por Trichomonas vaginalis. Foi 
relatado ainda que o óleo essencial da espécie híbrida Mentha crispa L. (syn. Mentha x villosa 
Huds.) exibe atividade larvídica contra Aedes aegypti e Schistosoma mansoni, o que pode ser 
atribuído à elevada porcentagem de terpenos encontrada neste metabólito. 
2.10.2. Terpenos 
 Os terpenos são compostos lipofílicos que formam uma diversificada classe de 
substâncias (SIKKEMA J, 1995; MORALES-YUSTE et al., 2010) e constituem a maior família 
de produtos naturais. O termo terpeno é empregado para designar todas as substâncias cuja 
origem biossintética deriva de unidade de isopreno (SIMÕES e PETROVICK, 2004). A 
unidade isoprênica, por sua vez, origina-se a partir do ácido mevalônico, que se polimeriza para 
originar moléculas de cadeias crescentes de cinco em cinco átomos de carbono (C5). Os 
principais terpenos formados são: os monoterpenos (C10) , a partir do acoplamento de duas 
unidades de isopreno e os sesquiterpenos (DE VRIESE et al., 2000) com a montagem de três 
unidades de isopreno (BAKKALI et al., 2008).  
 Os terpenos possuem inúmeras atividades biológicas como, ação anti-inflamatória, 
bactericida, antiparasitária, entre outras (BEZERRA et al., 2009). Sua lipofilicidade facilita a 
penetração na bicamada lipídica de membranas celulares e, consequentemente provoca 
alterações na organização da cromatina nuclear e do cinetoplasto de protozoários, gerando 
também um aumento do volume da mitocôndria, que pode levar parasitos como a Leishmania 
à morte, além de alterar a permeabilidade e integralidade celular (MORALES-YUSTE et al., 
2010; SIKKEMA J, 1995; MORALES-YUSTE et al., 2010). Exemplos de terpenos com 
atividade anti-leishmania já estudada são a rotundifolona o álcool perílico e seus derivados. 
 
2.10.2.1 ROTUNDIFOLONA 
 A rotundifolona é considerada uma cetona monoterpênica de peso molecular igual a 
166,219 g/mol e sua concentração no óleo essencial pode variar de 55,5% a 63,5%, dependendo 
da região de cultivo ou do período de coleta (FJA, 1991; GUEDES, 2004). 
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 Este se trata de um dos compostos predominantes encontrados em muitas espécies de 
plantas do gênero Mentha, de modo que o óleo essencial de M. crispa contém geralmente cerca 
de 70% de rotundifolona. Para esta, tem sido relatada uma forte ação tripanocídica contra 
formas epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, o agente causador da doença de 
Chagas na América Latina, com valores de IC50 < 10 μg / mL (SILVA, 2015).  
2.10.2.2 ÁLCOOL PERÍLICO 
 O Álcool Perílico (AP) é um monoterpeno monocíclico hidroxilado, isolado de óleos 
essenciais de hortelã, sementes de aipo e cerejas. Estudos in vitro e em animais mostraram que 
o AP é citotóxico para uma grande variedade de células promovendo regressão de tumores 
pancreáticos, hepáticos, de mama e glioblastomas e possui ação quimiopreventiva em câncer 
de cólon, pele e pulmão. Trabalhos clínicos na FASE I apontam para a sua utilidade em seres 
humanos (SUFFNESS, 1991).  
 O composto perilaldeído 8,9-epóxido é um derivado sintético estruturalmente 
correlacionado ao álcool perílico, pertence à classe p-metano. Num estudo da percentagem de 
inibição de crescimento de células (GI%) por Andrade e Colaboradores em 2016, o álcool 
perilílico e seu derivado perilaldeído 8,9-epóxido foram avaliados contra linhas de células 
tumorais de adenocarcinoma de ovário, carcinoma de cólon e glioblastoma. O estudo indicou 
que a presença das funções epóxido e aldeído podem ser um determinante para alta 
citotoxicidade do composto (ANDRADE et al., 2016). 
 O AP é considerado o agente anti-câncer mais potente entre os monoterpenos  (MN, 
1997;  JT, 1998; PL, 1999), e dado os resultados promissores encontrados em ensaios clínicos 
com seu derivado (perilaldeído 8,9-epóxido), e com o entendimento de que a mudança 
estrutural pode revelar novas possibilidades para o tratamento do câncer (ANDRADE et al., 
2016), bem como ampliar a área de pesquisa com estes compostos para outros modelos de 
doenças, o interesse por tais moléculas é justificado, principalmente no que diz respeito às 
doenças parasitárias de difícil controle e com escassez de terapias efetivas na atualidade. 
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Imagem 10: Estruturas químicas do álcool (S) - (') - perilílico e perilaldeído 8,9-epóxido. 
Fonte: In Vivo Anti-Tumor Activity and Toxicological Evaluations of Perillaldehyde 8,9-Epoxide, a Derivative 
of Perillyl Alcohol – ANDRADE et al., 2016 – Int. J. Mol. Sci. 2016, 17, 32; doi:10.3390/ijms17010032 
 
2.10.5 Piplartina 
A Piplartina é um alcaloide / amida biologicamente ativa, encontrado em espécies do 
gênero Piper tais como, P. longum L. (Pimenta Longa), P. tuberculatum L. (Pimenta d'água), 
P. asborescens Roxb. (Pimenta do fruto ganchoso). A pimenta longa é um dos elementos 
mais amplamente utilizados na medicina ayurvédica, para o tratamento de diversas doenças 
(BEZERRA et al., 2013). As atividades farmacológicas relatadas desse composto incluem 
ação citotóxica, genotóxica, anti-tumoral, antinociceptiva, ansiolitica, antidepressiva, anti-
aterosclerótica, antidiabética e microbicida (BEZERRA et al., 2013) inclusive contra 
parasitas, agindo como uma molécula tripanocida (DA SILVA, 2008), e leishmanicida 
(BODIWALA et al., 2007). 
A piplartina exibiu em estudos, significativa atividade in vitro, contra formas 
promastigotas de Leishmania donovani, e reduziu a carga parasitária e o peso do baço 
utilizando um modelo in vivo de leishmaniose visceral em hamster a partir da administração 
de uma dose de 30 mg / kg (BODIWALA et al., 2007).  
 A piplartina em sua estrutura possui um fenilpropanóide, chamado ácido 3,4,5-
trimetoxicinâmco que é frequentemente utilizado para a síntese de análogos, tais como 
ocorreu em um trabalho realizados por Masic e colaboradores em 2015 (Masic, et al., 2015). 
Foi isolado e identificado o éster Cafeato de bornila, um fenilpropanóide derivado do ácido 
caféico com (-)-borneol, este composto proporcionou um IC50 de 48,8 µM contra cepas de L. 
(L.) major, semelhante a atividade do medicamento controle a miltefosina (CI50  igual a 36.2 
µM). Essa molécula serviu como base para a síntese de diversos análogos dentre estes, seu 
enantiômero teve um IC50 de 45,8 µg e outras derivações como a do éster do ácido caféico 
diacetato com (-)-borneol proporcionou um IC50 de 30,7 µg contra cepas de L. (L.) major 
porém, teve alta toxicidade contra células da linhagem J744.1 (Macrófagos oriundo de 
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camundongos BALB/c). Estudos de Relação Estrutura - atividade mostraram que em geral, 
os compostos possuindo um Brenzcatequina foram ativas, mas também citotóxicas contra 
células hospedeiras devido à oxidação, enquanto compostos análogos sem a substituição 3,4-
di-hidroxi no anel fenilo permanecia ativa, mas menos tóxica (GLASER et al., 2014). Além 
disso, verificou-se que a atividade biológica e a toxicidade desses derivados estão envolvidas 
com a presença do grupo carbonila α, β insaturado e que a redução ou substituição de qualquer 
um dos dois grupamentos insaturados originam moléculas sem citotoxicidade e com atividade 
reduzida (BEZERRA et al., 2008; COTINGUIBA e R.M.B., 2009; BEZERRA et al., 2013). 
 
Figura 11: Estruturas químicas da Piplartina (1) e Ácido 3,4,5-trimetoxicinâmico (2) 
Fonte: (BEZERRA et al., 2013; CURY et al., 2015)   
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3. JUSTIFICATIVA 
 
 Tendo em vista o impacto e a dificuldade no tratamento das leishmanioses, se faz 
necessário a busca por novos compostos que possam vir a substituir as terapias atuais ou, atuar 
como adjuvantes no tratamento dos doentes, os quais sofrem com as consequências dos efeitos 
colaterais, além dos métodos de administração e esquemas terapêuticos complexos que geram 
muitas outras co-morbidades 
 O fácil acesso aos produtos naturais e o fato destes tratarem-se de uma fonte renovável 
e promissora, incita a investigação de suas propriedades frente as diversas espécies de 
Leishmania, as quais podem exibir padões destintos de resistência ou susceptibilidade às 
drogas, o que pode alterar a terapeutica atualmente existente, mediante a implantação de 
esquemas personalizados de acordo com a apresentação clínica e espécie de parasita envolvido. 
Além disso, é necessário a investigação das propriedades toxicológicas destes compostos 
(assim como de qualquer fármaco ou medicamento em potencial) nas diferentes linhagens 
celulares do hospedeiro a fim de garantir segurança e eficácia terapêutica.  
  Visto os inúmeros benefícios das diferentes classes de moléculas antes mencionadas ( 
ítem 2.10), houve um interesse em estuda-las para o modelo de doença em questão 
(leishmaniose) utilizando ensaios in vitro a fim de verificar as propriedades anti-Leishmania e 
sua inocuidade em células sanguíneas humanas. 
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4. OBJETIVOS 
4.1 Objetivo Geral: 
 
Estudar os efeitos de 36 derivados sintéticos de metabólitos secundários de plantas 
(monoterpenos e alcaloides) contra diferentes espécies de protozoários do gênero Leishmania, 
bem como avaliar sua ação citotóxica contra linhagens de células sanguíneas humanas. 
 
4.2 Objetivos específicos: 
 
 Avaliar a atividade inibitória das substancias-teste frente as formas 
promastigotas das espécies Leishmania donovani, Leishmania amazonensis e 
Leishmania infantum. 
 Calcular a concentração inibitória mínima de todas as substancias testadas e 
determinar a mais potente 
 Determinar o efeito citotóxico da substância com maior ação anti-Leishmania, 
contra as linhagens eritrocítica e mononuclear do sangue periférico de humanos 
saudáveis. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
5.1 Cultivo das formas promastigotas dos parasitas  
 
Os parasitas utilizados nesse estudo foram mantidos em meio Schneider® (Sigma 
Chemical -t. Louis, MO, USA), suplementado com 20% de soro bovino fetal, 2% de urina 
humana masculina e 1% de antibiótico - penicilina 200U/mL- (Sigma Chemical -t. Louis, MO, 
USA) com pH 7,0 em garrafas estéreis para cultura de células. Foram utilizados para os 
experimentos as formas promastigotas de Leishmania donovani (MHOM/ET/1967/HU3), 
Leishmania infantum (Isolado clínico de paciente com Leishmaniose visceral – Natal/RN) e 
Leishmania amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) incubados em estufa refrigerada à temperatura 
de 26ºC ± 1°C (Biochemical Oxigen Demand - B. O. D). Os protozoários passaram por repiques 
sucessivos e os testes foram realizados com os mesmos em fase logarítmica de crescimento 
celular (RODRIGUES et al., 2015). 
 
5.2 Compostos em Estudo 
 
Devido a excelente atividade leishmanicida da piplartina (1) mencionada no item 2.10.5 
considerando também a importância das modificações moleculares na atividade biológica de 
diferentes compostos, 32 análogos foram preparados tomando como molde o ácido 3,4,5-
Trimetoxicinâmico (2), ácido 3,4,5-trimetoxibenzóico (3) e 3’,4’,5’-Trimetoxiacetofenona (4), 
produzindo moléculas com as funções amida e éster a partir das reações de esterificação e 
amidação ilustrados abaixo. 
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Imagem 12:  Análogos da pirplatina (1) e respectivas reações de preparação. 
Fonte: LI et al., 2012; KONGKATHIP et al., 2013 
 
Além disso, foi feito a avaliação do monoterpeno rotundifolona (RD) isolado da Mentha 
Crispa, e o extrato desta planta (MC) frente as suas propriedades anti-Leishmania contra formas 
promastigotas do parasita, bem como de derivados do álcool perílico (1,2 epóxido- perialdeído 
e 8,9 epóxido perialdeído) mencionados no item 2.10.4, antes estudado contra linhagens de 
células tumorais, gerando um estudo inovador destas moléculas frente a um novo modelo de 
doença. 
As substâncias teste foram gentilmente cedidas pelo Professor Dr. Damião Pergentino 
de Sousa, do Departamento de Ciências Farmacêuticas da Universidade Federal da Paraíba. Os 
36 compostos em estudo além do controle positivo utilizado, a Anfotericina B, mostraram boa 
solubilidade em CH2CL2 (diclorometano) e DMSO (Dimetilsulfóxido), à 25ºC e 1 atm, sendo 
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este último escolhido como solvente na concentração de 0,5% que é isenta de toxicidade para 
as linhagens celulares avaliadas. As drogas foram submetidas a um screening inicial pelo 
método de viabilidade celular através do corante MTT brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-zil) -
2,5-difeniltetrazolio contra duas espécies de Leishmania (L. amazonensis e L. donovani), sendo 
a mais efetiva contra esta última submetida a testes in vitro com formas promastigotas de L. 
infantum e posteriormente à testes de citotoxicidade em eritrócitos e células mononucleares do 
sangue periférico (CMSP) de indivíduos saudáveis. 
 
5.3 Atividade anti-leishmania das substâncias-teste sobre formas promastigotas de L. 
amazonensis L. donovani e L. infantum 
 
A atividade anti-Leishmania em formas promastigotas foi avaliada utilizando o teste do 
MTT. Após a cultura celular como antes descrito, foram mantidas as formas promastigotas das 
diferentes espécies do parasita (1x106 células) -  L. amazonensis L. donovani e L. infantum - em 
contato com as crescentes concentrações de substâncias-teste (400 µg/mL, 200 µg/mL, 100 
µg/mL, 50 µg/mL, 25 µg/mL, 12,5 µg/mL, 6,25 μg/mL e 3,125 μg/mL) em placa estéril de 96 
poços com meio Schneider® durante 72 horas; no fim desse tempo de incubação, foi adicionado 
à cada poço 10 μL do  corante MTT (diluído em PBS até uma concentração final de 5 mg/mL) 
e em seguida a placa foi incubada durante mais 4 horas. Ao fim desse tempo, foi adicionado 50 
μL de uma solução de Dodecil Sulfato de Sódio (ALVAR, JORGE et al., 2012) (Sigma 
Chemical -t. Louis, MO, USA) e deixado overnight para dissolução dos cristais de formazan. 
Finalmente, a leitura da absorbância foi realizada em espectrofotómetro (Biotek modelo 
Elx800) à 540 nm. O controle negativo foi realizado com meio Schneider, considerado como 
100% de viabilidade dos parasitas (SOARES et al., 2007). 
 
5.4 Determinação da citotoxicidade da substância EP-2 frente à eritrócitos humanos 
 
 A determinação da atividade hemolítica da molécula EP-2 em estudo, foi realizada a 
partir da coleta de amostras de sangue periférico humano (cerca de 5 mL), de acordo com o 
método descrido por Jaén e colaboradores em 2008, de voluntários adultos e saudáveis O+ (n = 
3), utilizando material estéril (agulhas e seringas BD Plastipak ® - BD Biosciences, San Jose, 
CA, EUA) e veiculadas em tubos a vácuo (Greiner bione, Vacuette, Americana, SP, Brasil), 
contendo EDTA como anticoagulante. Após a coleta, o sangue foi diluído para um volume final 
de 80 µL (Sigma Chemical -t. Louis, MO, USA) para se chegar a uma suspensão com 
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concentração de 5% de hemácias. Posteriormente, foram adicionadas as concentrações pré-
estabelecidas de 8,9-epóxi-perialdeído, bem como da anfotericina B, diluídos num volume de 
20 µL de PBS seguindo-se por incubação por 1 h a 37ºC, sendo a reação interrompida pela 
adição de 200 µL de PBS. Em seguida, as suspensões foram centrifugadas a 2000 rpm, por 10 
minutos a temperatura ambiente (25 ºC) sendo 100 µL do sobrenadante coletados e transferidos 
para placas de 96 poços de fundo reto para proceder a leitura em espectrofotômetro (Biotek 
modelo Elx800) a 550 nm. Foi avaliado a concentração de hemoglobina livre a partir da lise 
dos eritrócitos com formação de uma coloração avermelhada no sobrenadante. A ausência de 
lise (controle negativo)  e lise total de glóbulos vermelhos (controle positivo) (OLIVEIRA et 
al., 2006) foram determinadas, substituindo a solução de amostra testada com igual volume de 
PBS e água Milli-Q estéril (lise por choque hipotônico), respectivamente (LÖFGREN et al., 
2008).  
 
5.5 Avaliação da citotoxicidade da substância EP-2 frente às células mononucleares do 
sangue periférico (CMSP)  
 
Foi realizada a coleta de amostras de sangue periférico humano (cerca de 15 mL) de 3 
voluntários adultos e saudáveis utilizando material estéril (agulhas e seringas BD Plastipak ® - 
BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e veiculadas em tubos a vácuo (Greiner bione, Vacuette, 
Americana, SP, Brasil) contendo heparina como anticoagulante. O sangue foi transferido para 
tubo falcon estéril (50 mL) e diluído no mesmo volume de PBS 1x (Sigma Chemical -t. Louis, 
MO, USA), sendo adicionado após a diluição 15 mL de Ficoll Hystopaque (Sigma Chemical -
t. Louis, MO, USA). O sangue foi submetido a centrifugação (1300 rpm por 40 min a 25ºC) e 
ao final desta, o anel de Células Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP) foi coletado e 
transferido para um tubo falcon de 50 mL, completando o volume para 45 mL com PBS 
seguindo-se com a centrifugação (1300 rpm por 10 min a 4ºC), sendo o sobrenadante 
desprezado e as células ressuspendidas em 1 mL de RPMI. Os monócitos viáveis foram 
quantificados em câmara hemocitométrica de Neubauer na presença do corante vital azul de 
Tripan 0,4% (190 µL de célula + 10 µL de azul de trypan). Após quantificado, foi transferido 
uma concentração aproximada de 2,5 x 105 por poço de células viáveis para placa de 96 poços 
de fundo reto, e a estas foram adicionadas concentrações equivalentes ao CI50 (1 x) e quatros 
vezes (4 x) o valor de CI50 da substância- teste, sendo a placa posteriormente incubada durante 
24 horas à 37ºC em estufa com 5% de CO2. Seguiu-se com execução da metodologia de 
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determinação da viabilidade celular por MTT, para avaliação da concentração de substância 
capaz de reduzir em 50% o número de células. O controle negativo foi realizado com meio 
RPMI 1640 (Cutilab - São Paulo, SP, Brasil) suplementado a 0,5% de DMSO (Sigma Chemical 
-t. Louis, MO, USA) e considerado como 100% de viabilidade dos monócitos e linfócitos 
(PARISI, 2014). 
5.6 Análises estatísticas  
 
 Os ensaios foram realizados em triplicata e em experimentos independentes, sendo 
analisados com o auxílio do software GraphPad Prism 6.0 (San Diego, CA, USA). A 
concentração inibitória (CI50) foi calculada usando curvas dose-resposta e intervalos de 95% de 
confiança foram incluídos. O valor de CI50, CH50 e CC50 (concentração da droga capaz de inibir 
50% do crescimento celular dos parasitas, eritrócitos e CMSP respectivamente) foi calculado 
usando a Regressão linear e assumindo um nível de confiança de 95% (p < 0.05). Foi realizada 
Análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste Tukey, tomando um valor de p < 0,05 como 
o nível mínimo necessário para a significância estatística. 
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6.2 Análise da atividade anti-leishmania da substancia EP-2 sobre formas promastigotas 
de L. infantum 
 
 Dado os resultados obtidos com o screening inicial, foi selecionada a substância que 
mostrou melhor ação sob as formas promastigotas de L. donovani – EP2- para testes frente a L. 
infantum que é tida como a principal espécie envolvida com a leishmaniose visceral no Brasil. 
Os resultados mostraram um comportamento diferente da L. infantum frente à droga em estudo, 
sendo esta mais resistente do que a L. donovani, de modo que houve variação de IC50 de 3,87± 
0,8 para 45,1± 9,43 em relação às duas espécies. Este achado, no entanto, não foi verificado 
para as drogas de referência, já que a Anfotericina B apresentou valores de IC50 de 0,722 ± 0,03 
para L. donovani e 0,57 ± 0,02 para L. infantum e o Antiminiato de meglumina se mostrou 
igualmente pouco efetivo ( IC50 = 9417 ± 482 )(.(Tabela 2). 
 
Tabela 2- Concentração inibitória de 50% do crescimento de formas promastigotas (CI50) de L. 
infantum após 72 h de incubação com o composto EP-2 em relação aos fármacos de referência. 
Substância IC50 (µg/mL -1) 
EP-2 45,1 ± 3,4 
Anfotericina B 0,57 ± 0,02 
Antimoniato de meglumina 9417 ± 482 
Fonte: Elaboração própria. Os valores representam a média de IC50 de todas as substância-teste frente às espécies 
de L. amazonensis e L. donovani (Calculada em 3 experimentos independentes) ± erro padrão da média, analisados 
por ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey p<0,05 comparado ao grupo controle; p<0,05 comparado ao grupo 
controle não-tratado.  
 
Gráfico 2: Inibição das formas promastigostas de L. infantum por EP-2 e Anfotericina B 
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Fonte: Elaboração própria. Os valores representam a inibição do crescimento das formas promastigotas de L. 
infantum pela EP-2 e Anfotericina B. (calculada em 3 experimentos independentes) ± erro padrão da média, 
analisados por ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey p<0,05 comparado ao grupo controle. 
 
6.3 Avaliação da citotoxicidade da substância EP-2 e drogas de referência frente a 
eritrócitos humanos  
 
A EP-2 foi submetida em seguida a testes de citotoxicidade para averiguar sua 
capacidade em lizar os glóbulos vermelhos humanos. Os dados obtidos são necessários para 
correlacionar a citotoxidade in vitro com danos celulares in vivo, baseados em lesão ou 
formação de poros na membrana plasmática dos eritrócitos. Os resultados demonstraram um 
nível de segurança elevado da droga frente a este parâmetro visto que, a concentração que lisa 
50% dos eritrócitos é > 400 µg/mL – maior concentração utilizada no teste, ou seja, não foi 
observado destruição significativa das hemácias nem em altas concentrações da substância, o 
que por sua vez demonstrou vantagem quando comparado aos controles positivos, Anfotericina 
B que apresentou CH50 equivalente a 10,73 ± 0,6 µg/mL e Antimoniato de meglumina  com 
CH50 de 429,5 ± 41,35 (Tabela 4). 
 
Tabela 3: Concentração capaz de lizar 50% das hemácias (CH50) da EP-2 e fármacos de referência após 1 h de 
incubação. 
Substância CH50 (µg/mL -1) 
EP-2 >400 
Anfotericina B 10,73 ± 0,6 
Antimoniato de meglumina 429,5 ± 41,35 
Fonte: Elaboração própria. Os valores representam a média (calculada em 3 experimentos independentes) ± erro 
padrão da média, analisados por ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey p<0,05 comparado ao grupo controle. 
 
6.4 Avaliação da citotoxicidade da substância EP-2 e drogas de referência frente à CMSP 
humanos  
 
Foi avaliado ainda a toxicidade da substância EP-2 e fármacos de referência contra os 
glóbulos brancos sanguíneos, utilizando o protocolo de isolamento de CMSP descrito no item 
4.6, baseado nos valores de IC50 obtidos contra as formas promastigotas de L. donovani. Os 
resultados obtidos por esse teste demonstraram que a droga analisada não se mostrou citotóxica 
às células avaliadas, o que pôde ser constatado pelos achados de 100% de viabilidade celular 
em ambas concentrações de 1 x CI50 e 4 x CI50 obtidos, comparados ao nosso controle negativo 
constituído de DMSO 0,5% em meio RPMI que representa 0% de citotoxidade e, portanto, é 
equivalente a 100% de absorbância. Logo, a Concentração Inibitória Mínima capaz de destruir 
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50% das CMSP (CC50) foi equivalente a > 16 µg/mL, por ser esta a maior concentração utilizada 
neste experimento. Nas drogas de referência foi verificado um comportamento diferente pois 
estas diminuíram de forma significante a viabilidade dessa linhagem celular, em concentrações 
abaixo dos valores de IC50, atestando sua toxicidade e seus efeitos danosos à saúde dos pacientes 
que dependem das mesmas para o controle da doença (Tabela 5). 
Tabela 4: Concentração citotóxica para 50% de CMSP (Lage et al., 2015) da EP-2 e fármacos 
de referência após 24 h de incubação. 
Substância CC50 (µg/mL -1) 
EP-2 >16 
Anfotericina B 0,166 ± 0,06 
Antimoniato de meglumina 1035 ± 71,6 
Fonte: Elaboração própria. Os valores representam a média (calculada em 3 experimentos independentes) ± erro 
padrão da média, analisados por ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey p<0,05 comparado ao grupo controle. 
 
6.5 Determinação do índice de seletividade da substância em estudo 
 
Partindo dos dados de inibição do crescimento e do ensaio de citotoxicidade frente à 
eritrócitos humanos e CMSP estimou-se respectivamente a CI50 (concentração capaz de inibir 
50% do crescimento das formas promastigotas do parasita), CH50 (concentração citotóxica para 
50% dos eritrócitos) e CC50 (Concentração citotóxica para 50% das células mononucleares) da 
substância testada com melhor atividade anti-leishmania - EP-2 - bem como dos fármacos de 
referência – Anfotericina B e Antimoniato de meglumina, exibidos anteriormente. O índice de 
seletividade é um indicativo in vitro se a substância tem atividade mais seletiva para o parasito 
do que para a célula humana eritrocitária (ISE) ou da linhagem mononuclear (ISC), sendo 
determinado pela razão entre a CH50 e CI50 e CC50 e CI50, respectivamente (Tabela 4).  
Os resultados estão demonstrados na tabela 5 e mostram uma maior seletividade da 
substância EP-2 para as diferentes espécies de Leishmania do que para as células sanguíneas, o 
que certifica uma maior segurança no uso desta frente a tais parâmetros quando comparadas as 
terapias de referência que obtiveram valores para o antimoniato de meglumina de SIH que 
variaram entre 2,4 , 0,043 e 0,045 e ISC de 0,04 , 0,104 e 0,1 frente à L. amazonensis, L. 
donovani e L. infantum respectivamente. Já a anfotericina B resultou em ISH de 14,8 , 14 e 18,8 
e ISH de 0,23 , 021 e 029 de nas mesmas espécies (Tabela 5). 
 
 Tabela 5: Atividade anti-leishmania nas espécies L. amazonensis, L. donovani e L. infantum, efeitos 
citotóxicos contra células de mamíferos e índice de seletividade do composto EP-2 e fármacos de referência 
frente as linhagens erotrocítica e mononuclear sanguínea. 
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Fonte: Elaboração própria. Os valores representam os ISC (índice de seletividade em CMSP) = CC50/CI50. e ISH 
(índice de seletividade com eritrócitos) = CH50/CI50. Para o composto em estudo (EP-2) e drogas de referência. 
  
 L. amazonensis L. donovani L. infantum 
CI50 CH50 ISH CC50 ISC CI50 CH50 ISH CC50 ISC CI50 CH50 ISH CC50 ISC 
EP-2 19,95 >400 >20 >16 - 3,87 >400 >103,3 >16 >4,1 45,1 >400 >8,8 >16 - 
Anfotericina 
B 
0,722 10,73 14,8 0,166 0,23 0,766 10,73 14 0,166 0,21 0,57 10,73 18,8 0,166 0,29 
Antimoniato 
de 
meglumina 
25740  429,5 2,4 1035 0,04 9916 429,5 0,043 1035 0,104 9417 429,5 0,045 1035 0,1 
 
66 
 
 
Larisse Virgolino da Silva 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Discussão 
67 
 
 
Larisse Virgolino da Silva 
 
7. DISCUSSÃO  
 
As doenças parasitárias costumam atingir normalmente pessoas de classes sociais 
inferiores em países subdesenvolvidos, algumas delas como a leishmaniose apresentam curso 
crônico e lento, condenando geralmente o paciente a um mau prognóstico (STEVERDING, 
2017). As leishmanioses são de difícil tratamento devido à localização intramacrofágica do 
parasita no hospedeiro vertebrado infectado, sendo as terapias restritas e em geral bastante 
agressivas a esses indivíduos que já estão com a saúde debilitada nas fases mais agudas da 
doença. Entre os medicamentos usados, os antimoniais pentavalentes (SbS+) antimoniato de N-
metilglucamina (Glucantime®) e o estibogliconato sódico (Pentostam®) são, na maioria dos 
países, a primeira opção terapêutica (FRÉZARD e DEMICHELI, 2010). No Brasil, a droga de 
escolha é o Glucantime®, que é de distribuição gratuita na rede de saúde pública. O Ministério 
da Saúde recomenda a dose de 20mg de Sb5+kg/dia por via endovenosa ou intramuscular, 
durante 20 dias e, no máximo, por 40 dias (SAÚDE, 2006), o que dificulta a adesão ao 
tratamento, e por existir ainda, além dos efeitos tóxicos intrínsecos do medicamento o agravante 
da via de administração ser incômoda (NEVES, 2005). Tendo em vista isso, é muito importante 
a busca por novas terapias que auxiliem como adjuvantes farmacológicos ou que substituam as 
drogas de primeira escolha utilizadas atualmente. 
Como os produtos naturais são uma fonte atrativa de estruturas variadas que apresentam 
atividades biológicas potentes e desejáveis perfis farmacológicos, estes podem ser utilizados 
como protótipos para o desenho e o planejamento racional de novas drogas, desenvolvimento 
de sínteses biomimética e descoberta de novas propriedades terapêuticas até então não 
atribuídas aos compostos já conhecidos (BOLDI, 2004). 
 Algumas modificações moleculares são determinantes para mudanças da atividade de 
moléculas de origem vegetal. A partir desses compostos podem ser sintetizados análogos que 
potencializam ou não o efeito contra determinado patógeno ou dependendo da ação 
farmacológica podem causar inibição ou ativação de alguma enzima, receptor, bem como 
alterar suas características farmacocinéticas e farmacodinâmicas entre diversas outras 
atividades (FAGAGNA et al., 2003). 
Dentre os produtos que são amplamente estudados frente suas ações antiprotozoários 
estão os óleos essenciais, monoterpenos, aminas aromáticas e seus derivados sintéticos, alvos 
desse projeto.  
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O trabalho realizado foi bastante satisfatório pois permitiu a determinação de uma 
substância de origem natural como portadora de uma boa atividade anti-leishmania frente à L. 
donovani, L. amazonensis e L. infantum a partir de testes in vitro, em baixas concentrações e 
que não são toxicas às células sanguíneas humanas. 
As substâncias avaliadas mostraram graus variáveis de inibição do crescimento e morte 
das formas promastigotas do parasita Destas, destacou-se a substância EP-2 dotada de uma 
concentração inibitória mínima de  19,9 µg/mL para L. amazonensis e 3,87 µg/mL para L. 
donovani, que é baixa quando comparada ao controle positivo (Anfotericina B), droga de 
segunda escolha para o tratamento da leishmaniose visceral e que demonstrou valores de CI50 
de 0,722 µg/mL para L. amazonensis e 0,766 µg/mL para L. donovani, corroborando com dados 
presentes na literatura que indicam resultados de CI50 de 0,52 ± 0.03 µg/mL  para L. 
amazonensis e valores similares para demais espécies (XAVIER et al., 2016). Baseado nisso, 
foi escolhida a EP-2 para ser submetida aos mesmos testes utilizando, no entanto, uma cepa de 
L. infantum que também é responsável por causar a forma visceral da leishmaniose e é tida 
como a principal espécie encontrada no território brasileiro. Os resultados obtidos com esse 
ensaio, no entanto, mostraram um perfil diferente de resposta do parasito à droga, sendo este 
mais resistente, o que pôde ser constatado pelo valor de CI50 encontrado (45,1 µg/mL), fato que 
não se reproduziu para o controle positivo (Anfotericina B) que teve CI50 de 0,57 µg/mL, que 
condiz com outros ensaios já realizados com essa espécie (1.0 ± 0.9 µg/mL) (LAGE et al., 
2015). Já o antimoniato de meglumina apresentou no estudo valores muito elevados de CI50 
para todas as espécies de Leishmania, o que ressalta sua baixa efetividade in vitro contra as 
formas promastigotas do parasita.  
As diferenças de valores de CI50 entre as diferentes espécies de Leishmania, indicam 
variações moleculares de interação entre a droga e o parasita ou alterações na própria biologia 
do microrganismo que determina uma maior ou menor resistência intrínseca à fatores inóspitos. 
Mediante esses achados, a EP-2 foi selecionada para testes de citotoxicidade contra os 
eritrócitos e células mononucleares (monócitos e linfócitos) do sangue periférico de indivíduos 
saudáveis, o que gerou resultados promissores, determinados com a exposição da droga por 
certo período de tempo a estas células, seguindo o protocolo de atividade hemolítica e 
viabilidade celular por MTT a partir do isolamento de CMSP descritos nos itens 4.5 e 4.6 
respectivamente. Ambos os testes demonstraram um nível de segurança elevado da substância, 
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que não provocou hemólise e nem efeito citotóxico das linhagens monocítica/linfocitária.o qual 
foi averiguado pelo resultado de HC50 superior a 400, e CC50 igaul a >16 µg/mL.  
O índice de seletividade da EP-2 foi de 103,5 para eritrócitos (ISH) em relação à L. 
donovani, >20 para L. amazonensis e >8,8 para L. infantum e o ISC encontrado foi igual a> 4,13 
para a primeira espécie. Valores superiores a 1, demonstram uma predileção da molécula para 
o parasita, o que é primordial para a segurança de um fármaco. A anfotericina B teve valores 
de ISH 14,8; 14 e 18,8 e ISC de 0,23; 0,21 e 0,29 e o AM que apresentou valores de ISH de 2,4; 
0,03 e 0,045 e ISC de 0,04, 0,104 e 0,01 para L. amazonensis, L. donovani e L. infantum 
respectivamente. Esses achados indicam portanto, uma vantagem da EP-2 em relação as drogas 
de referência. Reforçando a ideia de citotoxicidade destas, que pode se reproduzir à outras 
linhagens celulares, podendo explicar os efeitos cardiotóxicos e nefrotóxicos inerentes a estes 
compostos. 
A substância EP-2 é um análogo sintético do álcool perílico, um metabolito hidroxilado 
do monoterpeno monocíclico d-limoneno (JAMES T, 1998). O AP já foi aprovado pela Food 
and Drug Administration dos EUA como um aditivo alimentar que pode ser consumido com 
segurança por humanos exibindo sua natureza não tóxica (FDA, 2014). 
As propriedades anticancerosas da AP têm sido extensivamente estudadas sendo sua 
atividade in-vitro contra o câncer de mama,  crescimento intracraniano in vivo do tumor triplo 
negativo , câncer pancreático e câncer colo retal metastático bem documentada (ANSARI Ma, 
2016). 
 A atividade antifúngica preliminar de AP também foi relatada, e um estudo realizado 
por Moiz e colaboradores em 2016 traçou alguns dos mecanismos da ação anti-fungica deste 
composto contra seis isolados clínicos de C. albicans, e verificou-se que todas as estirpes 
apresentaram susceptibilidade à AP variando de 200-600 μg/mL. Foi observado ainda, a 
ocorrência de alterações nas membranas celulares do fungo, com supra-regulação de genes, 
sendo descrita a ruptura da membrana celular por AP que também foi avaliada através da 
estimativa dos níveis de ergosterol, com diminuição acentuada (P <0,05) em cerca de 53% na 
presença de AP. Este composto ainda, causou danos na parede fúngica, diminuiu a capacidade 
de aderência das células de Candida spp., suprimiu vários genes associados à reparação do 
DNA e causou inibição do ciclo celular obstruindo a maquinaria de reparo do DNA , além de 
comprometer a atividade mitocondrial, com redução considerável para 53% na presença de AP, 
o que foi averiguado através do teste de viabilidade celular por MTT. Estes mesmo mecanismos 
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podem envolver à ação deste composto e seus análogos frente à outras espécies de 
microrganismos como os protozoários do gênero Leishmania. 
O composto perilaldeído 8,9-epóxido é um análogo sintético do álcool perílico e 
também vem sendo estudado contra diversos tipos de tumores. Em um estudo recente, o 
potencial citotóxico de dezoito derivados de p-metano foi investigado, e foi demonstrado que o 
8,9-epóxido perilaldeído exibe alta toxicidade para 4 linhagens celulares tumorais (carcinoma 
de cólon, adenocarcinoma de ovário, glioblastoma e leucemia), com um CI50 menor que 4,0 
g/mL (Andrade et al., 2015). De acordo com o National Cancer Institute (Bethesda, MD, USA) 
no seu programa de seleção de fármacos anti-cancer, valores de CI50 inferiores ou iguais a 4,0 
g/ mL são considerados agentes anticancerígenos candidatos (SUFFNESS, 1991). 
 O efeito promissor deste composto foi afirmado por testes que confirmaram a atividade 
antitumoral in vivo do perilaldeído 8,9-epóxido com potência semelhante ao álcool perílico sem 
demonstrar alterações estatisticamente significativas nos parâmetros bioquímicos ou 
histopatológicos testados (Renais e hepáticos) (ANDRADE et al., 2016).  
 Os resultados obtidos no nosso trabalho indicam que o composto EP-2 é efetivo contra 
microrganismos pertencentes ao gênero Leishmania, além de não causar injúria ou diminuição 
da viabilidade das células sanguíneas, o que somado aos achados antes mencionados à cerca da 
isenção de toxicidade em órgão vitais como fígado e rins em um modelo animal (ANDRADE 
et al., 2016), sugere uma grande vantagem dessa molécula como promissora para o tratamento 
das leishmanioses. Os mecanismos moleculares de interação da droga com o parasito ainda não 
foram elucidados, porém os resultados obtidos no estudo realizado por Moiz e colaboradores 
em 2016 antes citados, sobre a ação do alcool perílico contra diferentes cepas de C. albicans 
podem direcionar à investigação do seu mecanismo de ação que pode interferir em vias 
semelhantes na célula de Leishmania spp. 
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8. CONCLUSÃO 
 
Os resultados obtidos nesse projeto demonstraram uma boa atividade anti-
Leishmania do derivado sintético 8,9-epóxido perilaldeido contra as formas infectantes do 
protozoário L. donovani, causador da leishmaniose visceral, que é considerada uma doença 
grave, endêmica e negligenciada em nosso país, e que, portanto, necessita de incremento no 
arsenal terapeutico visto que as terapias atuais são demasiadamente agressivas. Os 
resultados frente à outras espécies, no entanto indicam graus variáveis de sensibilidade da 
Leishmania spp. às drogas testadas, que requer melhores investigações da biologia de cada 
espécie, bem como das interações moleculares droga-parasito. 
Os produtos naturais são grandes fontes de compostos bioativos de importância já 
demonstrada na medicina alopática; estes tendem a ser abundantes em nossa região visto a 
rica flora do território brasileiro e podem representar uma alternativa na busca de novas 
terapias às diversas doenças negligenciadas. A substância estudada no projeto apresentou 
bons resultados nas análises in vitro, além de ser comprovada como não-tóxica aos glóbulos 
vermelhos e células mononucleares de indivíduos saudáveis, demonstrando vantagem (em 
relação a esse parâmetro) frente as terapias de referência. Resultado promissor que incita a 
busca para elucidar os mecanismos de ação da EP-2, além de testes de sua influência na 
infecção por Leishmania em modelos animais e nas células do sistema imunológico. 
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